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CO-ESTABILIZACION DE RESIDUOS ORGANICOS DE CERVECERIA
ARTESANAL PARA OBTENER ENMIENDAS DE SUELOS

CO-ESTABILIZATION OF ORGANIC WASTE FROM CRAFT BREWERY TO
OBTAIN SOIL AMENDMENTS

Palabras indice adicionales: Sustratos organicos, compostaje, levaduras,

biocarbén, produccion de bebidas alcohdlicas.

RESUMEN

Las enmiendas organicas mejoran las propiedades de los suelos y los efectos
negativos de su degradacion. Estas se obtienen a partir de la estabilizacion de
materiales de origen vegetal y/o animal provenientes de distintos sectores agricolas.
En este estudio se evalu6 el proceso de estabilizacion de residuos organicos de
cerveceria artesanal: bagazo de cebada (B) y levaduras residuales (L), los que
fueron mezclados con biocarbén (BC) y estiércol bovino (ES) en un disefio de
bloques completo al azar con arreglo factorial 3x2. El factor sustrato (B, B+BC,
B+ES) se incub6 en ausencia y presencia de inéculo de L durante 4 meses. Luego
se evalud: pH, conductividad eléctrica (C.E), nutrientes disponibles, carbono (C) y
nitrogeno (N) total, amonio (NH4*), nitrato (NO3), relacion C/N y NH4*/NOs". También
se evaludé la actividad microbiolégica (respirometria, actividad enzimética) y
fitotoxicidad. Los factores y su interaccion tuvieron efectos significativos (a < 0,05)
sobre algunas variables. La adicion de L afecto la actividad enzimética de los tres
sustratos y también su composicion quimica. Afiadir BC en el sustrato disminuyé las
emisiones de CO: y la C.E, también aumento el C total. El in6culo de L tuvo efecto
en el sustrato ES al aumentar su pH, y decrecer su C.E, contenido de NOs"y N total.
Todos los tratamientos carecen de fitotoxicidad y se encuentran en rangos 6ptimos

de pH y relaciéon C/N para ser utilizados como enmiendas organicas de suelos.

SUMMARY
Organic amendments improve soil properties and the negative effects of its

degradation. They can be obtained from the stabilization of vegetable and/or animal



waste from different agricultural sectors. In the present study, the stabilization
process of organic waste from craft brewery was analyzed: brewer's spent grain (B)
and spent yeast (L) were both mixed with biochar (BC) and cow manure (ES) in a
randomized complete block design with factorial arrangement of 3x2. For 4 months,
the substrate factor (B, B+BC, B+ES) was incubated in the absence and addition of
L inoculum where the NH4*/NOs™ ratio was analyzed. After that period, chemical
composition was evaluated, including pH, electrical conductivity (C.E), available
nutrients, total carbon (C) and nitrogen (N), ammonium (NH4*), nitrates (NO3’), C/N
and NH4*/NOs" ratios. Microbiological activity (respirometry, enzymatic activity) and
phytotoxicity were also evaluated. The factors and their interactions had significant
effects (a < 0.05) over some variables. The L inoculum affected the enzymatic
activity of the three substrates and their chemical composition. Adding biochar
decreased CO2 emissions and the C.E. This also increased total C. The L inoculum
had effect over ES substrate, increasing its pH and decreasing C.E, nitrates and total
N content. Since every treatment lacks phytotoxicity, with optimal ranges of pH and

C/N ratio, they can be used as soil organic amendments.

INTRODUCCION
La degradaciéon de suelos es una problematica que conlleva la pérdida de
propiedades fisicas, quimicas y biologicas de estos, la emision de gases de efecto
invernadero, la pérdida de biodiversidad y la fragmentacién de ecosistemas (Ortiz,
2022); con externalidades negativas en los sistemas de produccién agricola. En este
contexto surgen practicas para mitigar dichos efectos en el marco del cambio
climatico y seguridad alimentaria, tales como enfoques agroecoldgicos de
produccion (FAO, 2015), el fomento de economias circulares (MINAGRI, 2022), el
uso de biotecnologia para optimizar distintos procesos (Haider y Schéaffer, 2009), la
valorizacion de residuos agroindustriales y su utilizacion para la elaboracion de
enmiendas (Sanchez-Monedero et al., 2019).

Las enmiendas organicas se obtienen de materiales carbonosos de origen vegetal
y/o animal, y su funcidn es mejorar las propiedades de los suelos, ademas de

mantener o aumentar su contenido de materia organica (MO) (Delgado, 2017). La



produccion de enmiendas organicas ha cobrado relevancia como alternativa al uso
de fertilizantes de origen inorganico que, a raiz de la pandemia de Covid-19 y
diversos conflictos bélicos a nivel internacional, registraron una menor disponibilidad
y aumento considerable en sus precios, lo que dificulta la provision para diversos
segmentos de productores agricolas (FAO, 2022). La elaboracion de enmiendas
organicas permite el aprovechamiento de subproductos (residuos) generados en
distintos sectores productivos (Rosas et al., 2016), incluyendo los rubros fruticola,
ganaderos, silvicola y de bebidas alcohdlicas (Vargas et al., 2018; INN, 2004).

La cerveza es una de las bebidas alcohdlicas mas comercializadas en Chile, con
un consumo per capita que ha aumentado en un 96,7 % durante los Gltimos 17 afos,
siendo durante el 2022 de hasta 59 litros anuales (ACECHI, 2023). Esta alta
demanda ha incentivado el desarrollo de nuevos productos, incluyendo variedades
artesanales de cerveza que segun Soto (2019), son valoradas por sus atributos de
calidad a nivel de ingredientes, percepciones sensoriales y estilos. Esta bebida se
elabora utilizando cebada malteada (Hordeum vulgare L.), flores de lGpulo (Humulus
lupulus L.), levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae) y agua; difiriendo de
la cerveza industrial por la exclusién de adjuntos, los que pueden ser otros cereales
afiadidos al proceso para disminuir sus costos (Morales, 2019). La oferta nacional
de cerveza asciende a 7,2 millones de hectolitros anuales (ACECHI, 2023), dentro
de la cual el mercado de cerveza artesanal es incipiente, con una produccion de 7,8
millones de litros por afio (Morales, 2019). Existen mas de 300 cervecerias
artesanales en el pais, de las cuales la mayoria son consideradas microcervecerias
de indole familiar (Morales, 2019) con volimenes de produccién entre los 200 y
5.000 litros mensuales (Kausel y Behn, 2016), lo que conlleva la generacion de
residuos organicos durante su elaboracion.

El proceso de elaboracion, como indica Galle (2019), consta de la molienda de
granos de cebada malteada, su maceracion (obtencion del mosto) y posterior
filtracion, coccion, enfriamiento, fermentacion por levaduras, maduracién y
envasado. En la coccion del mosto se obtiene un liquido rico en azlcares
fermentables, el cual es separado de los granos de cebada cocinados. Dichas

azucares son convertidas en alcohol y CO2 mediante la accion de levaduras durante



la fermentacion, obteniéndose como residuos la masa de levadura en forma de
floculos espesos, y el bagazo de cebada compuesto por los granos no degradados
en la cocciéon (Assandri et al., 2021a).

La masa de levadura obtenida puede ser reutilizada para procesos de
fermentacion posteriores segun Jaeger et al. (2020) y tiene una composicion rica en
proteinas (40 %), polisacaridos (25 %), acidos nucleicos (15 %), lipidos (15 %),
ademas de vitaminas y otros compuestos hidrosolubles. Se obtienen 2 kg de
levaduras por cada 100 litros de cerveza elaborada (Torrente, 2019), de manera
que se estima una cantidad de 156.000 kg de levaduras residuales en el ambito de
la cerveza artesanal al afio. Este subproducto se utiliza principalmente en la
industria alimentaria (Torrente, 2019) y en la obtencidn de extractos que sirven como
medios de cultivo para microorganismos; sin embargo continta siendo un residuo
rico en nutrientes que es sub-utilizado y generalmente descartado (Vollet et al.,
2020).

El bagazo es considerado el residuo mas importante del proceso de la produccion
de cerveza, ya que representa un 85 % del total de subproductos, obteniéndose 20
kg de éste por cada 100 litros de cerveza elaborada (Assandri et al., 2021a), lo que
permite estimar que se generan 1.560.000 kg de bagazo anualmente, segun las
cifras de produccion de cerveza artesanal en Chile (Morales, 2019). El bagazo se
caracteriza como un subproducto heterogéneo debido al origen de la cebada, los
tiempos de coccion (Assandri et al., 2021a), y la mezcla de distintas variedades en
la receta de cada cervecero (Torrente, 2019). Es descrito como un material
lignocelulésico (Mussato et al., 2006), rico en carbohidratos (25 — 35 %), celulosa y
hemicelulosa (17 — 25 %), lignina (8 — 28 %) y proteinas (10 — 30 %). Su alto
contenido de humedad (75 %) y la presencia de azucares fermentables, lo hacen
susceptible a la degradacién por microorganismos en periodos cortos de tiempo (7
- 10 dias) (Assandri et al., 2021a), lo que dificulta almacenar este residuo. Bianco et
al. (2021) menciona que esta inestabilidad microbiologica impide que el bagazo sea
utilizado directamente como fertilizante, por lo que la aplicacion de técnicas de
estabilizacion a este residuo permite utilizarlo como enmienda de suelos o

fertilizante de origen organico. La estabilizacion de estos sustratos se alcanza



cuando la actividad microbiol6gica de los residuos organicos en descomposicion
disminuye, y puede estimarse por indicadores de estabilizacion y madurez tales
como su respiracion (emision de COg2), relacion amonio/nitrato, relacion C/N,
fitotoxicidad (INN, 2004; Moreno y Moral, 2008; Khan et al. 2014), entre otros
parametros como la actividad enzimatica, que permite cuantificar de manera mas
especifica la degradacién del sustrato.

Una técnica de estabilizacién para el bagazo es el compostaje (Assandri et al.,
2021a), proceso aerobico que consiste en la descomposicion de MO e implica la
reduccion en volumen y peso de los residuos debido a la actividad de
microorganismos. El proceso de estabilizacion se puede favorecer con aditivos (co-
estabilizacion) como el biocarb6n, que potencialmente evitaria pérdidas de
nutrientes durante el proceso de estabilizacion y presentaria distintos beneficios al
suelo (Sanchez-Monedero et al., 2018).

La inoculaciébn con microorganismos, tales como levaduras del género
Saccharomyces spp. (Fauzan et al., 2022), entre otras bacterias y hongos (De
Guzmén y Dagupan, 2022), puede acelerar el proceso de estabilizacion, y por lo
general se aplica en el sustrato inicial (Loarte et al., 2018). De este modo se obtiene
un producto estable y de bajo costo conocido como compost (SAG, 2013; Damian,
2018) en un tiempo aproximado de 4 meses (Martinez et al., 2016). Este producto
se caracteriza por ser rico en nutrientes y libre de compuestos fitotoxicos (Assandri
et al., 2021a).

Por la naturaleza organica y las propiedades quimicas y biolégicas de los
subproductos generados en la elaboracion de cerveza artesanal, se plantea como
objetivo del presente estudio, evaluar alternativas de co-estabilizacion en residuos
organicos de la industria de cerveza artesanal para su uso como enmienda de

suelos.

MATERIALES Y METODOS
Obtencién de las materias primas. Desde una cerveceria artesanal de la region
de Nuble se obtuvo el bagazo de cebada y floculos de levaduras residuales. El

bagazo fue pre-tratado mediante secado al aire en un invernadero con la finalidad



de disminuir su contenido de humedad. La levadura fue extraida en contenedores
plasticos y almacenada a 4 °C hasta su aplicacion, siendo previamente analizada
en el laboratorio de Virologia de la Universidad de Concepcion, donde se determiné
una poblacién de levaduras presentes en los fléculos de 6,9 x 10’ UFC mL™.

En predios agricolas de la region de Nuble se obtuvo estiércol fresco de bovino,
el que fue utilizado de manera directa; y el biocarbén fue obtenido desde un horno
abierto con baja disponibilidad de oxigeno utilizando como materia prima restos de
podas de cerezo. El biocarbén se tamizé a 2 mm para homogeneizar el tamafio de
las particulas.

Co-compostaje de sustratos organicos. Las unidades experimentales (U.E)
consistieron en bidones plasticos de 6 L de volumen y fueron expuestas a
condiciones controladas de temperatura (22 °C) en el laboratorio de Materiales
Carbonosos y Agricultura de la Universidad de Concepcion, Chillan, durante un
tiempo de cuatro meses. Los tratamientos incubados consistieron en mezclas
diferentes de los residuos organicos y que considera al bagazo de cebada como
sustrato base. Se aplico levadura a cuatro de estos tratamientos para contrastar el
proceso de estabilizacién con los que no fueron inoculados. La descripcion y

composicién de dichos tratamientos es detallada a continuacion.

Tabla 1. Descripcién y composicion de los tratamientos

Tratamiento Descripcion Composicion*

B (control) Bagazo de cebada 1kgB

B+L Bagazo + levaduras 1 kg B; 0,0025 kg L
B +BC Bagazo + biocarbon 1 kg B; 0,05 kg BC

B+BC+L Bagazo + biocarbén + levaduras 1 kg B; 0,05 kg BC; 0,0025 kg L
B+ES Bagazo + estiércol bovino 1 kg B; 0,5 kg ES

B+ES+L Bagazo + estiércol + levaduras 1 kg B; 0,5 kg ES; 0,0025 kg L

*La composicion de B, BC y ES estan en base a su peso himedo. L en base a peso seco.



Los tratamientos fueron volteados periédicamente para incorporar la mezcla.
Durante el proceso de estabilizacion, se obtuvieron sub-muestras para cuantificar la
concentracion de amonio (N-NH4*) y nitrato (N-NOs’). Una vez finalizado el tiempo
de incubacion de 4 meses, se recolectaron muestras de las enmiendas organicas
para los respectivos analisis de laboratorio, manteniéndolas a 4 °C y en oscuridad.
Evaluacion quimica de los tratamientos. Se realizd un analisis quimico del
compost para cuantificar los niveles de pH, conductividad eléctrica (C.E), fésforo
disponible (P20s), potasio disponible (K20), calcio (CaO), magnesio (MgO), amonio
(N-NH4%) y nitrato (N-NOs’). Los analisis fueron realizados en el Laboratorio de
Suelos de la Universidad de Concepcion, bajo protocolo para analisis de compost
(Sadzawka et al., 2005). También se analizo el contenido de carbono (C) total y
nitrogeno (N) total en el Laboratorio de Suelos y Medioambiente de la Universidad
de Concepcién; mediante combustidén seca en el equipo analizador elemental Leco
(modelo truSpec CN 630-100-100, Estados Unidos). Las relaciones C/N y de
amonio/nitrato se determinaron como el cociente entre los respectivos parametros.
Actividad microbiologica. Luego del tiempo de estabilizacién, se realizé un
andlisis de respiracion (evolucion de CO2) durante siete dias y se cuantificd en tres
tiempos (dia 3, 5 y 7) utilizando espectroscopia infra-roja mediante un equipo
analizador de gases Licor (modelo LI-820, Estados Unidos). Para informar la tasa
respiratoria especifica (por gramo de materia organica), se determiné el porcentaje
de MO multiplicando el valor de C total por el factor 1,8 (Sadzawka et al., 2005).
Se analiz6 la actividad enzimatica de las enmiendas utilizando los métodos
descritos en Garcia et al. (2003). Esta actividad fue determinada de manera
colorimétrica, mediante el amoniaco liberado para ureasa; y el p-nitrofenol liberado
para fosfatasa y B-glucosidasa. Las lecturas de absorbancia se realizaron con un
espectrofotometro a 636 nm (ureasa) y 400 nm (fosfatasa y B-glucosidasa). Los
analisis mencionados en esta seccion fueron realizados en el Laboratorio de Suelos
y Medio Ambiente de la Universidad de Concepcion.
Andlisis de fitotoxicidad. Para ello se realizé el test de germinacién de rabanito
(Celis et al., 2008). Se obtuvo un extracto liquido de cada tratamiento agitando una

muestra de 4 g de sustrato con agua destilada (1:10 v/v) en un agitador reciproco a



180 rpm durante 20 minutos. Después de filtrado el extracto, se colocaron 10
semillas de la especie Raphanus sativus L. en capsulas Petri con papel filtroy 4 mL
del extracto de los distintos tratamientos, ademas de un control negativo con agua
destilada. Las placas se dejaron cubiertas con papel aluminio en oscuridad y a una
temperatura de 20 + 2 °C durante 5 dias. Posteriormente se contabilizé el numero
de semillas germinadas (G) con radicula =2 5 mm de longitud, ademas del largo de
sus radiculas (Lr) y tallos primarios (Lt). Asi se pudo determinar el indice de
germinacion (%G.l) para cada tratamiento, de acuerdo a la féormula: %Gl = [(G x Lr/
Gc x Lc) x 100], donde Gc y Lc son el G y Lr en el control con agua destilada,
respectivamente (Tiquia 'y Tam, 1998).

Andlisis estadistico. El disefio experimental corresponde a bloques completos al
azar, con un arreglo factorial de dos factores en 3 x 2 niveles. Asi se tienen 6
tratamientos con cuatro repeticiones. Los factores son 3 niveles de sustratos (B;
B+BC; B+ES) y el indculo de levadura con 2 niveles (sin y con inoculo).

Una vez corroborados los supuestos de normalidad y homeostacidad, se realizo
un analisis de varianza (ANDEVA) a las distintas variables evaluadas luego del
tiempo de estabilizacion, para determinar si hubo efecto significativo (a < 0,05) de
los factores (sustrato e in6culo de levaduras) y su interaccion sobre los resultados.
Luego, como prueba de diferencias de medias se aplico test de Tukey con una
significancia de 5 %, utilizando el software Infostat version estudiantil, donde se
analizo el efecto combinado y simple de ambos factores. En el caso de ser
significativa (P < 0,05) la interaccién entre los factores, se analiz6 utilizando tablas
de doble entrada. Las variables analizadas corresponden a: pH, C.E, N-NH4*, N-
NHz", relacion NHs4*/NHs3, P20s5, K20, CaO, MgO, N total, C total, relacion C/N,
actividad de Ureasa, Fosfatasa y B-glucosidasa, evolucién de COg2, indice de

germinacion (%G.l), largo de radiculas (Lr) y largo de tallos primarios (Lt).

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis quimico de los productos estabilizados. Las enmiendas organicas
pueden ser una fuente importante de nutrientes al ser aplicadas al suelo, tanto en

sus formas organicas como disponibles para los cultivos, logrando rendimientos



similares a los obtenidos con fertilizacion convencional (Hirzel y Salazar, 2016;
Montiel, 2020) y aportando a la fertilidad de los suelos. En las enmiendas evaluadas,
el factor sustrato tiene un efecto significativo (P < 0,05) sobre el P disponible, donde
el mayor contenido lo presenta el sustrato B (3,5 %), siendo superior en un 0,6 % al
sustrato con biocarbén (B+BC = 2,9 %). En contraste, el sustrato B+ES tiene los
menores niveles de P disponible, siendo de 2,2 %. En la Tabla 2, se observa que el
factor levadura también tuvo efecto significativo en esta variable, teniendo un mayor
porcentaje (3,2 %) de P disponible en los tratamientos que fueron inoculados.

En cuanto al contenido de bases, el factor levadura aumenta la cantidad de
potasio (K20) en los tratamientos con inéculo en un 0,7 %. El efecto del factor
sustrato, muestra que el control (B) contiene el menor valor de potasio (0,6 %),
mientras que para B+BC se tiene un 0,7 %. Estos sustratos tienen cantidades
significativamente inferiores que B+ES, que presenta niveles superiores al 2,5 %.
Los tratamientos con sustrato B+ES indican contenidos de calcio superiores a un 3
%, presentando diferencias con los otros dos sustratos, que contienen entre 1,1y
1,5 % de calcio. De igual manera, el sustrato B+ES presenta el mayor porcentaje
de magnesio disponible, donde tiene un valor de 0,9 %, lo que supera
significativamente a los tratamientos con los sustratos B y B+BC. Para el contenido

de calcio y de magnesio el factor levadura no tuvo efecto significativo (Tabla 2).

Tabla 2. Efecto simple de los factores sustrato e indculo de levadura en parametros

nutricionales de los tratamientos

Nutrientes
Factores
P20s (%) K20 (%) CaO (%) MgO (%)

B 35a 0,6b 1,1b 06b
Sustrato B+BC 29b 0,7b 15b 06b
B+ES 22c 2,7 a 3,2a 09a
Sin inéculo 25b 1,1b 20a 0,7 a

Levadura )
Con in6culo 3,2a 15a 19a 0,7 a

Letras minusculas diferentes dentro de una misma columna indican diferencias significativas (P <

0,05) entre los niveles de cada factor para un mismo parametro nutricional, utilizando test de Tukey.
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Los sustratos B y B+BC no presentan diferencias entre si al tener valores de pH
cercanos a 6, al igual que los compost analizados en Assandri et al. (2021b), donde
se estabiliz6 bagazo de cebada junto a aditivos organicos. El sustrato B+ES
presenta los valores de pH mas altos, ya que el estiércol bovino como materia prima
para enmiendas organicas tiene un pH cercano a 8, segun indican Hirzel y Salazar
(2016) y Saba et al. (2019), lo que eleva el pH de este sustrato en comparacién a B
y B+BC. En este sentido, Saba et al. (2019) indica un pH superior en 1,6 unidades
para B+ES en comparacion al sustrato B al final del tiempo de estabilizacion. Este
sustrato reacciona de manera significativa al inéculo de L, aumentando su pH de
6,95 a 8,48. De este modo, la adicion de levaduras residuales genera distintos
efectos de acuerdo al sustrato, lo que implica una interaccién significativa entre
ambos factores.

Los valores de pH de todos los tratamientos (Tabla 3) coinciden con el rango
Optimo de pH para compost estabilizado (6 — 8,5) indicado por Khan et al. (2014) y
Assandri et al. (2021b), como también por el rango establecido en INN (2004).

Tabla 3. Efecto de la interaccion de los factores sustrato y levadura en los valores
de pHyC.E

_ In6culo de L
Variable Sustrato — :
Sin in6culo Con in6culo
B 597b 592b
pH B +BC 6,05b 6,03 b
B+ES 6,95 a 8,48 a *
B 8,18 a 8,80 a
Conductividad B + BC
eléctrica (dS/m) 7,.09b 7852
B+ES 7,85 ab 4,97 b *

Letras minusculas diferentes dentro de las columnas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre
los sustratos. * Indica diferencia significativa (P < 0,05) dentro de la fila, para un mismo sustrato al

ser inoculado con levadura (L).
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La C.E se considera un indicador de la salinidad en el sustrato estabilizado, donde
es indeseable un exceso de sales disueltas en las enmiendas orgénicas porque
podrian afectar de manera perjudicial a los cultivos y acumularse en los suelos al
ser aplicadas (Moreno y Moral, 2008). En los tratamientos evaluados, el sustrato B
presenta los valores mas elevados de C.E superando los 8 dS/m, y se diferencia
significativamente con B+BC mientras que B+ES no presenta diferencias con B y
B+BC. Al ser inoculados con L, los sustratos B y B+BC tienen diferencias
significativas con B+ES por 3,83 y 0,95 dS/m, respectivamente, siendo el sustrato
con estiércol el menor valor para esta variable (Tabla 3). B+ES es el Unico sustrato
que reacciona de manera significativa a la adicion de L, disminuyendo su C.E de
7,85 a 4,97 dS/m. Las levaduras adquieren compuestos disueltos en el medio
rapidamente, debido a su alta relaciéon superficie/volumen (Kurtzman et al., 2010),
lo que posiblemente podria influir en la reduccion de la C.E al ser inoculadas en el
sustrato B+ES.

La Norma Chilena 2880 considera como requisito de C.E un valor inferior o igual
a 8 dS/m para los compost maduros (INN, 2004), valor que es cumplido en los
tratamientos con sustrato B+BC y B+ES, mientras que B lo excede en 0,18 y 0,8
dS/m. De este modo, se evidencia que la adicién de biocarb6n puede disminuir la
C.E en el sustrato B al ser utilizado como aditivo, posiblemente por su capacidad de
adsorber compuestos disueltos.

Contenido de C total, N total y relacion C/N. El contenido de C total (%) presenta
diferencias significativas (P < 0,05) entre los tres niveles del factor sustrato (Tabla
4), donde los tratamientos con sustrato B tienen valores cercanos al 40,5 %. Mathias
et al. (2015) y Assandri et al. (2021b) indican un contenido de C total sobre el 50 %
para este sustrato en estado fresco, relacionado a un elevado contenido de
compuestos orgénicos recalcitrantes en los granos de cebada, como hemicelulosa,
lignina y celulosa (Bianco et al., 2021; Mussato et al., 2006), que son polimeros
dificilmente degradables por microorganismos (Khan et al., 2014) y por lo tanto
mantienen un alto contenido de C total después del tiempo de descomposicion
aerobica del sustrato, donde parte del C total decrece al ser mineralizado por la

actividad microbiana (Assandri et al., 2021b).
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Los mayores valores de C total se observan en el sustrato B+BC, lo que coincide
con Khan et al. (2014) quien indica que el biocarb6n como aditivo en compostaje
aporta cantidades elevadas de carbono recalcitrante por contener compuestos
aromaticos en su estructura, la que es dificilmente degradable durante el proceso
de compostaje (Khan et al., 2023). De esta manera, el sustrato B+BC presenta un
contenido de C total sobre un 46 % después del periodo de estabilizacion debido al
aporte de C del biocarbon, que puede persistir durante muchos afios sin ser
degradado (Schmidt et al., 2021).

El sustrato B+ES presenta un contenido de C total significativamente inferior (P <
0,05), resultando en 35,8 % para ambos tratamientos, lo que se relaciona a que el
estiércol bovino contiene 34 % C total (Hirzel y Salazar, 2016), siendo menor que
los otros sustratos y mas susceptible a la degradacién por microorganismos al
presentar fracciones de C labiles. De igual modo, Saba et al. (2019) reporta un
mayor contenido de C total en el sustrato B en comparacion a B+ES, previa y

posteriormente al periodo de estabilizacion.

Tabla 4. Efecto del factor sustrato en el porcentaje de C total de los tratamientos

Sustrato B B + BC B +ES

C total (%) 40,6 b 46,8 a 35,8¢

Letras minusculas diferentes dentro de las filas indican diferencias significativas (P < 0,05) para los

valores entre los distintos sustratos, utilizando test de Tukey.

El nitr6geno tiene gran importancia en los agroecosistemas, ya que forma parte de
la biomasa vegetal, animal y microbiana. De esta manera, la estabilizacion de
residuos organicos contribuye al reciclaje de N, y permite su reincorporacion a los
sistemas agricolas (Moreno y Moral, 2008) tanto como enmiendas organicas que
mejoran las propiedades quimicas de los suelos, y en su uso como sustrato organico

para la propagacion vegetal en viveros (Simiele et al., 2022).
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En cuanto al N total, los tratamientos evaluados varian su contenido dependiendo
del factor sustrato. Los resultados de la Tabla 5 indican para B un contenido de 4 %
en ambos casos, siendo significativamente superior a los otros dos sustratos. Segun
Mussato et al. (2006), el bagazo de cebada tiene un alto contenido de proteinas, lo
que permite considerarlo un sustrato rico en N. En una revision, Assandri et al.
(2021a) reporta valores de N total superiores y cercanos a 4 % al caracterizar el
sustrato B. Para B+BC el contenido de N es de 3,6 % y 3,7 % en ambos
tratamientos, lo que difiere de B+ES por mas de un 0,5 %, teniendo este ultimo
sustrato el menor valor de N total en ambos tratamientos. Al igual que en Saba et
al. (2019), el sustrato B contiene un mayor contenido de N total que B+ES luego de
5 meses de estabilizacion aerdbica. El sustrato B+ ES decrece significativamente
su contenido de N total (0,3 %) al ser inoculado con L. Esta diferencia podria estar
relacionada al aumento del pH en este sustrato al ser inoculado con L (Tabla 3), ya
que puede incrementar las pérdidas por volatilizacion de NHs, a valores de pH que
tienden a la alcalinidad (Khan et al., 2014; Sdnchez-Monedero et al., 2018). Para el
N total y la relacion C/N, se tiene que la interaccion entre ambos factores (sustrato

y levadura) es significativa, la que es analizada a continuacion.

Tabla 5. Efecto de la interaccion de los factores sustrato y levadura en el N total y

relacion C/N
_ In6culo de L
Variable Sustrato — —
Sin indculo Con in6culo

B 4,0 a 4,0 a

N total (%) B+BC 3,7b 3,6b
B+ES 30c 27c¢ *

B 10,2 c 99hb

Relacion C/N B + BC 12.8a 12,7 a
B +ES 11,8b 13,1a *

Letras mindsculas diferentes dentro de las columnas indican diferencias significativas (P < 0,05) entre
los sustratos. * Indica diferencia significativa (P < 0,05) dentro de la fila, para un mismo sustrato con

inoculo de levadura (L), utilizando test de Tukey.
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La relacion C/N corresponde al cociente entre el C y N total, y representa uno de los
indicadores de madurez para compostaje mas utilizados (Saba et al., 2019),
considerandose Optimo un valor < 25 para compost maduros segun INN (2004) y de
20 segun Moreno y Moral (2008) y Assandri et al. (2021b). En los resultados de la
Tabla 5, se indican valores entre 9,9 y 13,1 para las combinaciones de factores
evaluadas, siendo significativa la diferencia entre los tres sustratos. EI mayor valor
se tiene para B+BC que supera a B+ES y B en 1y 2,6 unidades, respectivamente.
De acuerdo a Khan et al. (2014) el alto contenido de C recalcitrante en el biocarbon
resulta en un aumento de la relacion C/N del compost al haber una menor
descomposicion de su estructura. En contraste, el sustrato B presenta un valor
significativamente inferior a B+BC y B+ES tanto en ausencia y presencia del indculo
de L, lo que se relaciona a su alto contenido de N total, disminuyendo el valor de
esta relacion.

Al ser inoculados con L los sustratos B y B+BC mantienen su valor, mientras que
B+ES lo aumenta significativamente de 11,8 a 13,1, lo que se atribuye a la
disminucién significativa en el N total del sustrato al ser inoculado con L (Tabla 5),
por lo que el valor de la relacion C/N aumenta para el tratamiento mencionado.
Contenido de amonio (NHs*), nitrato (NO3’) y relacion NH4*/NOs". El nitrégeno
(N) contenido en residuos organicos es convertido hacia formas inorganicas mas
simples y solubles, mediante la actividad de microorganismos en el proceso de
mineralizacion. Entre estas formas de N se tienen el amonio y nitrato, las que son
asimilables por las plantas (Paul, 2007). Para el contenido de amonio, se obtuvo
que es significativo el efecto del factor sustrato (P < 0,05), siendo los tratamientos
con sustrato B los que presentan los niveles mas altos de nitrégeno en forma de
NH4* (Tabla 6), lo que es un indicador de una activa mineralizacion de N orgénico
hacia amonio. En contraste, los sustratos que contienen estiércol (B+ES) tienen el
menor contenido de NH4*, que es cercano a 500 mg Kg* en promedio. Tal como en
el valor de N total, esta disminucion podria deberse al pH elevado de este sustrato

y por ende en la volatilizacion de NHs favorecida por dicho parametro.
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El sustrato B+BC presenta contenidos de NH4* superiores a 9.000 mg Kg, siendo
niveles estadisticamente mayores a B+ES y menores que B. En la norma chilena
de compostaje, INN (2004) establece como indicador de calidad de compost una
concentracion de amonio igual o inferior a 500 mgKg, valor que es superado por

el sustrato B+ES en 48 mg Kg.

Tabla 6. Efecto del factor sustrato en el contenido de amonio (NH4*) de los

tratamientos

Sustrato B B +BC B+ES
- +
(mg'\'l':é‘_l) 13.149 a 9.040 b 548 ¢

Letras mindsculas diferentes dentro de las filas indican diferencias significativas (P < 0,05) para los

valores entre los distintos tratamientos, utilizando test Tukey.

En el proceso de nitrificacion se oxida el amonio en condiciones aerobias para
generar nitrato, forma mineral de N que es mas movil en el suelo y que presenta
carga negativa (Paul, 2007). En los resultados de la Tabla 7, se tiene que el valor
mas alto de NOs  es para el sustrato B+ES, aunque sin representar diferencias
significativas con B y B+BC. Al ser inoculado con L, el sustrato B+ES reacciona de
manera significativa, decreciendo en 4.452,5 mg/kg su contenido de NOs". De esta
manera, la interaccion de ambos factores resulta significativa para el valor de esta
variable, indicando una menor nitrificacién en el sustrato B+ES que fue inoculado
con L.

Kurtzman et al. (2010) indica que la asimilacion de nitrogeno por parte de
microorganismos puede ser de fuentes como nitratos, los que transforman en
biomoléculas mediante actividades anabdlicas. Lo anterior probablemente fue
afectado por la presencia del in6culo de L. Por otro lado, en Paul (2007) se indica

un pH 6ptimo entre 7,5 y 8 para una nitrificacién 6ptima, por lo que el aumento de
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pH (Tabla 3) en el sustrato B+ES al ser inoculado con L, podria haber afectado el
proceso de nitrificacion en dicho tratamiento.

La relacion NH4*/NOs" es el cociente entre el valor de ambos parametros y permite
estimar en términos de nitrificacion la descomposicion de los sustratos, por lo que
es considerada como un indicador de estabilizacion de residuos organicos (INN,
2004; Moreno y Moral. 2008; Assandri et al., 2021b). En los resultados de la Tabla
7 se tienen valores inferiores a 5 para todas las combinaciones de factores al
finalizar el ensayo, siendo superiores para los tratamientos B y B+L debido a los
altos contenidos de NH4* en el sustrato (Tabla 6). El sustrato B+ES presenta la
relacion NH4*/NOs™ mas baja, la que aumenta su valor de manera significativa al ser

inoculado con L de 0,2 a 3,0, respectivamente.

Tabla 7. Efecto de la interaccion de los factores sustrato y levadura en el contenido
de nitrato (NOz3") y la relacién NH4*/NOs" de los tratamientos

Parametro Sustrato — inoculo de L :
Sin in6culo Con in6culo
B 3.161 a 2.719 a
N-NOs" (mg/kg) B+ BC 3.423a 3.299 a
B+ES 4.734 a 147 b *
B 4,4 a 49a
Relacion NH4*/NO3z B + BC 2.6 ab 28a
B+ ES 0,2b 30a *

Letras minusculas diferentes dentro de las columnas indican diferencias significativas (P<0,05) entre
los sustratos. * Indica diferencia significativa (P < 0,05) dentro de la fila, para un mismo sustrato al

ser inoculado con L.

En la Figura 1 se puede observar la evolucion de esta relacion durante el tiempo de
estabilizacion. Se tiene que para los sustratos B y B+BC decrece el valor hacia el
final del ensayo, al igual que en Assandri et al. (2021b), donde el valor disminuye
para el sustrato B estabilizado junto a estiércoles animales, indicando la

degradacion del sustrato inicial durante el proceso de compostaje. Segun lo
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mencionado en INN (2004), una relacion NH4*/NO3s” menor o igual a 3 es aceptada
para sustratos que se encuentran estabilizados, valor que es alcanzado al final del

tiempo de estabilizacién por los tratamientos con sustrato B+BC y B+ES.

Figura 1. Relacion NH4*/NOs3 de los tratamientos durante el proceso de

estabilizacion
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Respiracion del sustrato. Durante la descomposicion aerObica de residuos
organicos, tal como se sefiala en UCC (2002), los microorganismos heterotréficos
consumen la materia organica en presencia de oxigeno y generan CO2z como
subproducto de su metabolismo, por lo que la cuantificacién de este gas permite
estimar la actividad microbioldgica del sustrato en descomposicion. La emision de
CO: (respirometria) es considerada un indicador de estabilizacion para el proceso
de compostaje (Moreno y Moral, 2008), donde las emisiones aumentan en sustratos
gue se encuentran durante un proceso inicial e intenso de degradacion (Sanchez-

Monedero et al., 2018) y mineralizacién de su materia organica hacia CO2 (Assandri



18

et al., 2021b), y que por lo tanto estdn menos estables al presentar una elevada
actividad microbiolégica.

Al final del ensayo, el efecto del factor sustrato es significativo (P < 0,05) para el
test de respiracion, donde B alcanza los mayores valores, siendo de 810 mg CO2 g
MO dial, mientras que B+ES tiene una media menor que B en 100 mg de CO2. En
contraste, el sustrato con biocarbén (B+BC) alcanza un valor de 390 mg CO2 g MO

diat, siendo significativamente inferior a B (Figura 2).

Figura 2. Efecto del factor sustrato en resultados del test de respiracion
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Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) en test de Tukey.

De acuerdo con Lehmann y Joseph (2009), el CO2respirado por suelos podria ser
adsorbido quimicamente en la superficie porosa del biocarbén, lo que reduciria la
emision de este gas en ensayos de respiracion de suelos, como en lo reportado por
Gao et al. (2022), donde la aplicacién de un co-compost con biocarboén en el suelo
redujo las emisiones de COz2 en un 25%. Por otra parte, Jia et al. (2016) determino
gue en procesos de compostaje de estiércol animal donde se aplicé biocarbén como
aditivo, se tuvo una mayor emision de CO:2 durante los primeros dias de
estabilizacion, debido a la rapida degradacion de compuestos organicos por

microorganismos, lo que es estimulado con la adicion de biocarbén al compostaje.
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Esto disminuye el tiempo de estabilizacion al incrementar la actividad y el
crecimiento microbiano en el sustrato (Sanchez-Monedero et al., 2018).

En este sentido, es posible que el sustrato B+BC haya disminuido su respiracion

de manera anticipada a B y B+ES, debido a los cambios en la disponibilidad de
compuestos degradables del sustrato para la actividad de microorganismos
(Lehmann y Joseph, 2009). El estudio de respiracion durante el proceso de
estabilizacion permitiria determinar la evolucion de las emisiones de CO:z en el
tiempo y los momentos de maxima actividad para cada sustrato, lo que puede ser
foco de futuros estudios relacionados a la co-estabilizacion de residuos de
cerveceria con biocarbon.
Andlisis enzimatico. Las enzimas de origen microbiano con actividad extracelular,
tienen un rol importante en las transformaciones de nutrientes en el suelo y en la
descomposicion de residuos organicos desde polimeros complejos hacia moléculas
de menor tamafio. Por ende, son indicadores de la actividad microbiol6gica en los
sustratos analizados, la que se relaciona con la mineralizacion y disponibilidad de
nutrientes importantes en agricultura como el N y P; y en la degradacion de
compuestos organicos (Cenciani et al., 2011). Para las actividades enziméaticas de
ureasa, fosfatasa y B-glucosidasa, se obtuvo que la interaccién entre los factores
sustrato y levadura es significativa luego del tiempo de estabilizacion, por lo que los
niveles de sustrato responden de manera diferente a la adicion de L.

Ureasa es una enzima de actividad extracelular que participa en el ciclo del
nitrégeno (N) al catalizar la hidrélisis de urea hacia amoniaco, por lo tanto, tiene un
rol importante en la transformacion de N organico hacia inorganico (Kujur y Kumar,
2014) y su actividad es favorecida por sustratos ricos en N, como el bagazo de
cebada (Saba et al., 2019). En los resultados de la Tabla 8, no se observan
diferencias significativas (P = 0,05) entre los tres sustratos evaluados. Sin embargo,
al ser inoculados con L el valor se mantiene similar en B y aumenta
significativamente para B+BC y B+ES, donde el sustrato con biocarbén supera los
6.000 ug N-NHs g hrt, mientras que para B+ES aumenta en 1.280 unidades.

La adicion de L puede haber incrementado la actividad de ureasa al ser un residuo
con un alto contenido de N organico en forma de proteinas y aminoacidos (Mathias
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et al.,, 2015). Este aumento en los sustratos B+BC y B+ES puede atribuirse a la
capacidad de adsorcibn que tienen compuestos organicos sobre enzimas
extracelulares, disminuyendo asi su degradacion por microorganismos u otras
enzimas (Haider y Schaffer, 2009), siendo mayor este efecto en B+BC por la alta
superficie especifica del biocarbdn, que puede adsorber de manera quimica a las
enzimas excretadas por microorganismos (Lehmann y Joseph, 2009) y asi
protegerlas de la desnaturalizacion dentro de su estructura. Lo anterior coincide con
Sanchez-Monedero et al. (2018), quien reporta aumentos de la actividad de ureasa

entre un 30 y 40 % para compost en los que se adicion6 biocarbon.

Tabla 8. Efecto de la interaccion de los factores sustrato y levadura en la actividad

enzimatica de ureasa, fosfatasa y p-glucosidasa

In6culo de L
Enzima Sustrato — .
Sin inéculo Con in6culo

B 3.904 a 3.581 b
(g Niﬁgsgafl ) B+BC 2911a 6.006 a *
B+ES 3.280 a 4.560 b *
B 9,5a 2,2¢ *
Fosfatasa B + BC *

(umoles PNF liberado gt hr?) 8.4a 6,3b

B+ES 9.9a 13,3 a *
B 8,7b 6,1c x
B-glucosidasa B +BC *

(umoles PNF liberado gt hrd) 13,2 1494
B+ES 5,8 ¢ 7,3b *

Letras minusculas diferentes dentro de las columnas indican diferencias significativas entre factor
sustrato (P < 0,05), utilizando test de Tukey. * Indica diferencias significativas (P < 0,05) dentro de la

fila para un mismo sustrato, al ser inoculado con levaduras.

La actividad de fosfatasa se relaciona al ciclo del fésforo (P), donde esta enzima
participa en la hidrolisis de formas organicas de P hacia formas inorganicas
mediante la actividad de microorganismos heterotroficos (Du et al., 2018). De este

modo, el P inorganico (disponible) puede ser asimilado por los cultivos, inmovilizado
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por la biomasa microbiana o adsorbido en superficies minerales del suelo (Paul,
2007). Como se observa en la Tabla 8, los tres sustratos sin in6culo de L no
presentan diferencias significativas entre si, sin embargo al ser inoculados con L, la
actividad de fosfatasa decrece en los sustratos By B+BC de 9,5a2,2yde 8,4a6,3
umoles PNF liberado g* hr?, respectivamente.

A medida que los sustratos son estabilizados, la actividad de fosfatasa decrece
en el tiempo. La adicion de L podria haber favorecido la hidrélisis de compuestos
organicos de P en B y B+BC, disminuyendo asi la actividad de fosfatasa en dichos
sustratos al final del ensayo, donde es mayor la actividad en B+BC por el habitat
favorable que entrega el biocarbon para la colonizacion de microorganismos
heterotroficos (Du et al., 2018). En cambio, B+ES tiene un aumento en la actividad
de fosfatasa al ser inoculado con L, de 9,9 a 13,3, lo que podria tener relacién con
el P organico que aporta al sustrato la estructura de las levaduras.

Un pH alcalino, como el del sustrato B+ES (Tabla 3), podria estimular la actividad
de dicha enzima (Akmal et al., 2019), como se observa en los resultados de Renella
et al. (2006) tras haber aplicado residuos organicos de centeno a suelos con
diferentes niveles de pH.

En el ciclo del carbono (C), la enzima B-glucosidasa participa en la degradacion
de compuestos celuldsicos, especificamente en la hidrélisis de celobiosa,
permitiendo asi la liberacién de moléculas carbonadas simples a partir de fuentes
de C més complejas (Moreno y Moral, 2008). Por lo tanto, esta enzima extracelular
actua como indicador de la degradacion de la materia organica (Saba et al., 2019).
En la Tabla 8 se observa que la actividad de B-glucosidasa presenta diferencias
significativas (P < 0,05) entre los tres sustratos siendo B+BC el con mayor actividad,
lo que puede explicarse por la proteccion que entrega la estructura del biocarbon a
las enzimas que son excretadas por microorganismos, como también por su
capacidad de adsorber compuestos carbonados y ser habitat para microorganismos
productores de enzimas (Sanchez-Monedero et al., 2018).

Los tratamientos B y B+ES presentan menor actividad de B-glucosidasa, lo que
difiere con Saba et al. (2019), quien reporta mayor actividad de p-glucosidasa en el

sustrato B+ES sobre B al finalizar el ensayo de estabilizacion. Al ser inoculados con
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L, se observan efectos significativos para los tres sustratos, donde aumenta la
actividad de esta enzima en B+BC y B+ES, en 1,94 y 1,4 umoles PNF liberado g*
hrl, respectivamente. Este aumento de actividad puede asociarse a la adicion de
compuestos carbonados en la estructura de las levaduras inoculadas, como
carbohidratos y aminoacidos (Mathias et al., 2015), lo que podria estimular la
actividad de microorganismos descomponedores de materia organica en dichos
sustratos.

En contraste, la adicion de L reduce la actividad de B-glucosidasa de 8,74 a 6,06
pumoles PNF liberado g hr! en la estabilizacion de B, un sustrato con un alto
contenido de C en formas organicas como la celulosa (Mathias et al., 2015). En este
sentido, la menor actividad enzimética podria indicar una disminucién en la
disponibilidad de compuestos celulésicos degradables por microorganismos.
Fitotoxicidad. El test de germinacién de rabanitos como indicador de fitotoxicidad,
segun indica INN (2004) en la norma chilena 2880, permite considerar que una
enmienda organica contiene elementos fitotoxicos si el indice de germinacién (%G.1)
en semillas de Raphanus sativus L. es igual o inferior a un 80 %. Asi este parametro
bioldgico es considerado un indicador de madurez para compostaje (Khan et al.,
2014; Moreno y Moral, 2008; Assandri et al., 2021b), ya que permite evaluar la
ausencia de elementos que puedan ser toxicos para las plantas en las enmiendas
organicas.

El indice de germinacion para los tratamientos evaluados es de un 138 % en
promedio, sin presentar diferencias significativas entre estos (P > 0,05) como
tampoco con el control con agua destilada (control = 100 %). Dicho valor indica que
no existen indicios de fitotoxicidad para ningun tratamiento, coincidiendo con lo
deseable para compost altamente maduros mencionado en Zhengyu et al. (2023),
equivalente a un indice de germinacion superior a 90 %. Asi mismo, el valor
obtenido se ajusta al indice de germinacion superior a 50 %, que es indicador de
madurez segun Khan et al. (2014), como también con lo estipulado en INN (2004) y
Assandri et al. (2021b), quienes consideran la ausencia de fitotoxicidad en
enmiendas organicas al obtener un indice de germinacién superior a 80 % en el test

de germinacion.
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No existen diferencias significativas entre la longitud de radicula (Lr) del control
con agua destilada y la de los distintos tratamientos evaluados. En este sentido se
tiene una longitud de radicula promedio de 55,5 mm para los tratamientos
incubados. Adicionalmente se midio el largo del tallo primario (Lt) de las semillas
germinadas, donde se tiene un efecto significativo del factor sustrato. En la Figura
3 se observa que todos los tratamientos superan el Lt del control con agua destilada,
siendo los tratamientos con sustrato B+ES los que presentan la mayor longitud de
tallo, seguido por B+BC y B. De este modo, se evidencia un mayor desarrollo de
tallos primarios en estados tempranos de crecimiento para Raphanus sativus L. con
la aplicacion de enmiendas obtenidas mediante la co-estabilizacion del bagazo de
cebada junto a los distintos aditivos evaluados, en comparacion al Lt alcanzado en

los tratamientos con agua destilada.

Figura 3. Efecto del factor sustrato en la longitud de tallo (Lt) de Raphanus sativus

L. para el control con agua destilada y los tratamientos aplicados
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Letras minusculas diferentes indican diferencias significativas (P < 0,05) entre los distintos sustratos,

utilizando test de Tukey.
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CONCLUSIONES

La co-estabilizacion de residuos organicos de cerveceria artesanal, permite obtener
enmiendas organicas de suelos en un tiempo de cuatro meses, las que al ser
evaluadas no presentan indicios de fitotoxicidad y se encuentran en rangos de pH 'y
relacion C/N Optimos segin la normativa vigente en Chile. Estas varian su
composicién quimica y sus propiedades biologicas de acuerdo a los aditivos
aplicados.

La aplicacion de levaduras residuales de cerveceria en el proceso de co-
estabilizacion de bagazo de cebada, afecta de manera diferente la actividad
enzimatica de los sustratos. Ademas, alcaliniz6 el sustrato organico y disminuyo su
C.E, contenido de NOgs y por ende su relacion NH4*/NOs.

El biocarbén como aditivo en la descomposicion de residuos de cerveceria artesanal
permitio reducir las emisiones de CO:2 en el producto final, como también contribuy6
al aumento del C total de las enmiendas obtenidas. Ademas, su adicion reduce el

contenido de amonio, la C.E y la relacion NH4*/NOs" del bagazo.
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